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IL-1: interleucina 1
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IKB: proteinas inibidoras kappa B

IKB quinase: proteinas inibidoras kappa B quinase
Imunohistoquimica: IHQ

INOS: sintase do 6xido nitrico indutivel

KGF: fator de crescimento de queratinécitos

LFA: antigeno funcional linfocitico 1

M-CSF: fator estimulador de colénias de macréfagos
NF-kB: fator nuclear NF-kappa B

NO: éxido nitrico

PCR: reagdao em cadeia da polimerase

PGE2: prostaglandina E2

RANKL: ligante do ativador do receptor do fator

nuclear

kappa



TGF-a: fator transformador do crescimento alfa

TGF-B: fator transformador do crescimento beta

TNF-a: fator de necrose tumoral alfa

TNF-R: receptor do fator de necrose tumoral

TNF-R1: receptor tipo1 do fator de necrose tumoral

TNF-R2: receptor tipo 2 do fator de necrose tumoral

TRADD: proteina de dominio de morte associada ao receptor de TNF
TRAF: fatores associados ao receptor do fator de necrose tumoral

VCAM-1: molécula de adesao vascular 1
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1 - INTRODUGAO

O colesteatoma adquirido da orelha média foi descrito pela primeira vez por
Curveilhier, em 1829" (citado por Ribeiro, Pereira, 2003). E caracterizado pela
invasdo da cavidade timpanica por epitélio estratificado pavimentoso
queratinizado, diferente do epitélio pseudo-estratificado colunar ciliado com células
caliciformes presente na regido proxima a tuba auditiva ou do epitélio simples,
pavimentoso, cubico ou colunar, no restante da orelha média (Alves et al, 2008).
Histologicamente, o colesteatoma pode ser dividido em matriz (epitélio) e
perimatriz (tecido conjuntivo subjacente), segundo Lim, Saunders (1972).

A matriz do colesteatoma possui quatro camadas distintas: basal,
espinhosa, granulosa e coérnea, assim como a pele fina. J& a perimatriz é
caracterizada pela presenca de tecido conjuntivo frouxo composto por fibras
colagenas, elasticas, fibroblastos, bem como células inflamatérias (Pereira, 2001).
A analise histolégica da matriz do colesteatoma pode evidenciar diferentes
padrbes: atrofia, acantose, hiperplasia da camada basal e presenca de cones
epiteliais. E frequente o encontro de véarios desses padrdes, simultaneamente, em
um mesmo caso (Alves et al, 2008).

O colesteatoma promove frequentemente a destruicido da cadeia ossicular,
sendo a bigorna o ossiculo mais acometido, seguido pelo estribo e martelo,
segundo Tos (1979) e Dornelles et al (2007).

Devido a sua capacidade de causar erosdo 6ssea, O que ocorre em

aproximadamente 80% dos casos (Kurihara et al, 1991), o colesteatoma é

! Curvelhier, (1829) apud Ribeiro FAQ, Pereira CSB. Otite média cronica colesteatomatosa In:
SBORL. Tratado de Otorrinolaringologia. Sdo Paulo: Editora Roca; 2003.p.93-102.




responsavel por complicagdes extracranianas e intracranianas. No primeiro grupo,
temos a paralisia facial periférica, a fistula perilinfatica, a mastoidite de Bezold, a
labirintite infecciosa, o abscesso periostal e a petrosite. No segundo
(intracranianas) estdo os abscessos extradurais, subdurais, cerebrais e
cerebelares, além da meningite otogénica e da tromboflebite do seio sigmdideo.
Essas complicacdes, quando presentes, tém alta taxa de morbidade e mortalidade
(Lessa et al, 2003). Por essas razdes torna-se relevante o estudo dos mecanismos
pelos quais o colesteatoma adquirido da orelha média promove a erosao 6ssea.

Existem diversas teorias para explicar as propriedades destrutivas do
colesteatoma adquirido da orelha média. Em 1969, Schechter propés que a
pressao exercida pelo acumulo de queratina e de outros residuos seria a
responsavel pela destruicdo d6ssea; porém, essa teoria ndo era suficiente para
explicar todos os casos nos quais se observava erosao. Assim, posteriormente,
surgiu a teoria bioquimica, segundo a qual algumas enzimas liberadas pelo
colesteatoma (colagenases) teriam a capacidade de causar lise éssea (Schechter,
1969). Segundo esse autor, estas enzimas seriam encontradas também na
epiderme normal; entretanto, seriam sintetizadas e liberadas em maiores
quantidades pelo colesteatoma, levando a erosdao Ossea. Atualmente as
colagenases sao denominadas metaloproteinases (Dornelles, 2008).

Na década de 1970, Carswell et al (1975) comprovaram a existéncia do
fator de necrose tumoral in vitro. Essa molécula pesa aproximadamente 17.000
Dalton e possui 157 aminoacidos em sua estrutura (Pennica et al, 1984).

No inicio da década de 90, surgiram os primeiros trabalhos sugerindo que o

TNF-a fosse uma importante citocina envolvida no processo de destruicdo dssea



(lino et al, 1990 e Kreutzer et al, 1991). Alves, Ribeiro (2004), em um trabalho de
revisdo da literatura, concluiram que as citocinas liberadas pelas células
inflamatdrias da perimatriz seriam as responsaveis pela destruicao 6ssea presente
no colesteatoma. Dentre elas, o TNF-a destaca-se como sendo uma das principais
citocinas envolvidas neste processo favorecendo, com o ligante do ativador do
receptor do fator nuclear Kappa B (RANKL) e as interleucinas 1 e 6, a destruicéo
e a remodelacao 6ssea (Vitale, Ribeiro 2007).

O TNF-a pode ser produzido por macrofagos, linfécitos e mondcitos. O
principal estimulo para sua sintese sao os lipopolissacarideos que compdem a
membrana citoplasmatica das bactérias Gram negativas (Yan, Huang, 1991). O
TNF-a liga-se a receptores especificos localizados na membrana celular. Existem
dois tipos de receptores de TNF: o tipo um (TNF-R1) e o tipo dois (TNF-R2), que
estdo presentes em praticamente todas as células do nosso organismo (Bingham,
2002).

Ha descricdo da presenga do TNF-R2 em diferentes érgdos como, por
exemplo, o rim, o cérebro e o ovario, estando sempre associado ao processo
inflamatadrio, devido a ativagédo do fator nuclear Kappa B (NF-«B) (Bingham, 2002;
Ramesh, Reeves, 2003; Abdo et al, 2008).

Nao existe consenso sobre qual receptor € o mais importante para
desencadear o processo inflamatoério. Alguns autores como Ramesh, Reeves
(2003) e Grech et al (2005) consideram o TNF-R2 mais importante, contrastando

com McFarlene et al (2002) que acreditam ser o TNF-R1.



Os dois receptores de TNF-a possuem atividades semelhantes. Estao
envolvidos no processo inflamatdrio, relacionam-se a erosdo 6ssea e podem
desencadear a apoptose (morte celular programada), sendo que essa ultima
atividade esta associada principalmente ao TNF-R2. Entretanto, o mecanismo que
determina qual efeito sera dominante ainda nao esta totalmente esclarecido
(Bingham, 2002).

Segundo Bingham (2002), apds a ligagdo do TNF-a ao seu receptor ocorre
a liberagdo de um conjunto de substancias denominadas de fatores associados ao
receptor do fator de necrose tumoral (TRAF). O TRAF, por sua vez, ira ativar a
enzima lkB quinase (IKK). No citoplasma existe uma proteina denominada fator
nuclear kappa B (NF-xB), que se encontra na sua forma inativa. A produgédo da
enzima IKK promove a ativagdo do NF-kB, que age no nucleo celular estimulando
a producdo de mais de 60 genes que participam da resposta inflamatoria (Alberts
et al, 2002).

Amar et al (1996), Akimoto et al (2000) e Yetiser et al (2002) demonstraram
a presenca do TNF-a no colesteatoma adquirido da orelha média e sua relagao
com a erosao ossea.

Para que se compreendam as caracteristicas de agressividade do
colesteatoma € necessario o estudo da presenca e da distribuicdo dos receptores
do TNF-q, ja que somente apds a ligagdo da citocina ao seu receptor € que
ocorrera a liberacdo das substancias responsaveis pela lise dssea.

Este trabalho foi desenvolvido dentro da linha de pesquisa (estudo dos

sinalizadores do colesteatoma), que vem sendo desenvolvida no Departamento de



Otorrinolaringologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Séao

Paulo.



1.1 Revisao da literatura

1.1.1 Propriedades gerais do TNF-a e do TNF-R

As citocinas sao proteinas que atuam na comunicagao intercelular e podem
exercer sua agao por mecanismo autocrino (quando agem na prépria célula que a
produziu), paracrino (atuam em células vizinhas) ou endécrino (exercem seu efeito
a distancia). Além disso, sao pleiotrépicas, ou seja, podem provocar efeitos
diferentes, dependendo do local de acao (Abbas et al, 1998).

O TNF-a é uma das principais citocinas envolvidas no processo inflamatério
e imunoldgico. Segundo Abbas et al (1998), o TNF-a age nas células endoteliais,
estimulando a expressdo de novos receptores celulares que irdo promover a
adeséo de neutrofilos, mondcitos e linfécitos. O TNF-a também estimula as células
endoteliais a secretarem um grupo de citocinas (denominadas quimiocinas) com
acao quimiotaxica sobre os leucdcitos.

A acao do TNF-a nas células endoteliais € nos leucécitos € fundamental
para que ocorra reacgao inflamatdria local, responsavel por combater os quadros
infecciosos. Entretanto, quando o TNF-a é produzido em grande quantidade, pode
promover o choque séptico, a faléncia cardiaca e ainda a trombose intravascular
decorrente do efeito enddcrino desta citocina (Abbas et al, 1998). A agdo do TNF-
a sobre o hipotalamo induz febre (pirégeno endégeno) por meio do aumento da
sintese de prostaglandinas. No figado, estimula a produgéo das proteinas da fase
aguda do processo inflamatério e do fibrinogénio, juntamente com as interleucinas

1 e 6 (IL-1 e IL-6). O TNF-a age, também, na erosdo 6ssea, promovendo a



diferenciagdo e a ativacdo dos osteoclastos (Abbas et al, 1998). As principais
acdes do TNF-a podem ser observadas na figura do anexo 1.

Segundo Bingham (2002), o TNF-a pode ser produzido por macréfagos
ativados, linfécitos ou mondcitos. O principal estimulo para a sua producéo sao os
lipopolissacarideos que compdem a membrana citoplasmatica das bactérias Gram
negativas. O TNF-a produzido ira ligar-se aos receptores de membrana
especificos denominados: TNF-R1 e TNF-R2. Os receptores, quando ativados,
estimulam, no citoplasma, a produgcdao de proteinas denominadas fatores
associados aos receptores do fator de necrose tumoral (TRAF).

No citoplasma existe um conjunto de proteinas que estdo inativas
denominado IkB. A producdo do TRAF, decorrente da ativacdo dos receptores de
TNF-a, promove a transcrigdo e a produgao da enzima IkB quinase. Essa enzima
ira estimular o complexo kB a ativar o fator nuclear kappa B (NF-kB). A ativacao
do NF-kB estimula a enzima cicloxigenase isoforma 2 (COX-2), responsavel pela
indugdo do processo inflamatorio e produgdo de prostaglandinas e tromboxanos.
Além disto, o NF-xB estimula a producao de interleucinas (IL-1, IL-6) e de fatores
de crescimento, ocorrendo uma reagao em cascata e de sinergismo entre elas,
aumentando a resposta local. Os fatores de crescimento liberados, pela ativacao
do complexo NF-kB, estimulam a maturacdo e diferenciacdo dos osteoclastos,
responsaveis pela reabsor¢cao 6ssea. O NF-kB estimula a producao de proteinas
da fase aguda da inflamagao e de moléculas que regulam a imunidade, induzindo,

dessa forma, a reabsorcao 6ssea. Além do TNF-a, outras citocinas, como a IL-1 e

a IL-6, podem ativar o complexo NF-kB, desencadeando respostas semelhantes



(Bingham, 2002). As acdes do TNF-a na célula podem ser observadas na figura
do anexo 2.

Ainda segundo Bingham (2002), a acdo do TNF-a sobre a erosdo 6ssea
ocorreria por duas vias distintas: a direta e a indireta. Pela via direta o TNF-a
atuaria incrementando a produgdo de prostaglandinas, as quais agiriam
principalmente na cartilagem e no osso, causando reabsorgdo Ossea devido a
ativacao dos osteoclastos. Ja a via indireta ocorreria por meio da estimulacédo da
producdo de Oxido nitrico (NO), que ativaria as metaloproteinases, causaria
vasodilatagdo, aumentando o fluxo sanguineo e atraindo um maior numero de
células inflamatdrias no local, inibiria a sintese de colageno e de proteoglicanos e
estimularia a apoptose. Desta forma, este autor concluiu que o TNF-a exerce

papel fundamental na reabsorgao dssea.



11.2 Acao do TNF-a e de outras proteinas relacionadas ao

processo de erosao 6ssea no colesteatoma adquirido da orelha
média

Yan, Huang (1991) estudaram o papel do TNF-a na reabsorgdo éssea
promovida pelo colesteatoma. Os autores analisaram, por meio de métodos
imunohistoquimicos, dez fragmentos de colesteatoma, sendo que cinco deles
foram coletados durante procedimento cirurgico em seres humanos e o0s outros
cinco, obtidos de ratos que tiveram colesteatoma induzido apds a aplicagdo de
propilenoglicol na orelha média. Além disto, os autores realizaram cultura de
células de tecido Osseo (retirado da tibia e fémur dos ratos). A essas culturas de
células, os autores adicionaram TNF-a recombinante. As culturas com TNF-a
foram comparadas com um grupo controle sem adicdo do TNF-a. Os autores,
entretanto nao especificaram quantas culturas foram realizadas em cada caso.
Yan, Huang avaliaram a expressdo do TNF-a, das colagenases, das
prostaglandinas, da fosfatase acida (FA) e a presenga de células multinucleadas,
bem como a intensidade de suas atividades, nos dez fragmentos de colesteatoma.
Os autores observaram que os colesteatomas humanos e os experimentais
apresentavam graus variados de processo inflamatério, com infiltrado
mononuclear (linfécitos e macréfagos) e sinais de neoformacgao vascular. O estudo
imunohistoquimico evidenciou a presenca de TNF-a nas células mononucleares,
macrofagos e fibroblastos do tecido de granulagdo. N&o houve diferengas
estatisticamente significativas entre os colesteatomas coletados durante o ato

cirurgico e os experimentais em relacédo a histologia e a imunohistoquimica. Yan,
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Huang observaram que a adicdo de TNF-a as culturas Osseas estimulava a
formagdo de células multinucleadas (osteoclastos) e produziam lacunas na
superficie 6ssea (lacunas de Howship). Além disso, a produgéo de colagenases e
prostaglandinas (PGEZ2) por osteoblastos, assim como a de FA pelos macréfagos,
estava aumentada. Nas culturas de células 6sseas sem a adi¢cao do TNF-a essas
alteracdes nao foram observadas. Dessa forma, esses autores concluiram que o
TNF-a age na reabsorcao éssea, estimulando a formacgao de osteoclastos, PGE2,
colagenases e FA.

Amar et al (1996) estudaram a destruicdo Ossea provocada pelo
colesteatoma e, para isso, analisaram 50 fragmentos coletados de pacientes que
foram submetidos a cirurgia por otite média crbénica colesteatomatosa. Os autores
detectaram, por meio da imunohistoquimica, a expressao do TNF-a, a atividade da
FA, a leucina aminopeptidase, a lisozima e a catepsina B. Eles compararam os
fragmentos de colesteatoma com fragmentos de pele do meato acustico externo,
retirados de 14 pacientes submetidos a cirurgia otolégica por outras doengas. Os
colesteatomas foram divididos em dois grupos: localizados e extensos. Essa
classificacdo se baseou na presenca de erosdo da cadeia ossicular, erosdo do
canal do nervo facial, exposi¢cdo da dura-mater e do seio sigmoideo. A expressao
de TNF-a foi significativamente maior nos fragmentos de colesteatoma quando
comparada com a pele normal do meato acustico externo (MAE), bem como a das
outras variaveis bioquimicas analisadas. Os autores observaram uma expressao
elevada dessas varidveis bioquimicas nos colesteatomas extensos quando

comparados aos localizados. De acordo com Amar et al (1996) a intensidade do
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processo inflamatdrio local estava relacionada com o grau de erosdo Ossea
causada pelo colesteatoma. Segundo esses autores, o TNF-a promoveria a
reabsorcao dssea, estimulando os osteoblastos a produzirem o fator estimulador
de col6nia de macréfagos (M-CSF), que, por sua vez, agiria na diferenciagao e
maturagcdo dos osteoclastos. Além desse mecanismo direto, o TNF-a ativaria as
prostaglandinas, as colagenases, a FA, os fibroblastos e os macréfagos, que
induziriam a desmineralizacdo do osso, expondo sua matriz e favorecendo a
reabsor¢cdo. Em sua pesquisa, os autores demonstraram que todas as variaveis
estudadas apresentavam expressado maior no colesteatoma, quando comparadas
com a pele normal e estavam relacionadas com o grau de destruicdo Ossea
observada no intra-operatério. Assim, Amar et al (1996) concluiram que as
citocinas, em especial o TNF-a, estdo envolvidas diretamente na destruicdo dssea
causada pelo colesteatoma. Desta forma, eles sugeriram o tratamento da infecgéo
com antibidticos e antiinflamatorios, os quais diminuiriam a liberagao das citocinas
frente a um processo inflamatorio e poderiam reduzir a reabsorgdo Ossea
provocada pelo colesteatoma.

Chung, Yoon (1998) analisaram a erosao 0ssea presente no colesteatoma.
Os autores coletaram 14 fragmentos de pele do MAE e 14 de colesteatomas
durante procedimento cirurgico. Eles separaram o tecido conjuntivo subepitelial do
epitelial nos fragmentos de colesteatoma e de pele do MAE e realizaram culturas
destes tecidos. Foi coletado o sobrenadante dessas culturas no segundo, quinto e
sétimo dia para a analise da concentragao, por meio de ELISA, da interleucina 1

alfa e beta (IL-1a e IL-1B) e da interleucina oito (IL-8). Os autores observaram que
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as concentragdes dessas trés citocinas estavam significativamente maiores nas
culturas de tecido conjuntivo subepitelial de fragmentos de colesteatoma, no
segundo dia, quando comparadas as culturas de pele do MAE. Nas dosagens
subsequentes eles observaram um decréscimo progressivo nas concentragdes de
IL-1a e IL-8, enquanto a IL-18 permanecia estavel. Os autores concluiram que o
estimulo das células inflamatérias da perimatriz sobre o epitélio cessou em
decorréncia da separagao dos tecidos (epitelial e conjuntivo), fazendo com que as
interleucinas IL-1a e IL-8 parassem de ser produzidas, sendo necessaria a
interacdo entre a matriz e a perimatriz, para que ocorra o efeito biolégico destas
citocinas

Sastry et al (1999), baseados nos trabalhos anteriores de Yan, Huang
(1991) e Amar et al (1996), determinaram o papel do TNF-a na destruicdo 6ssea
observada no colesteatoma adquirido da orelha média. Eles dosaram o nivel
sérico de TNF-a em 20 pacientes saudaveis (grupo controle) e em 20 pacientes
que seriam submetidos a cirurgia por colesteatoma da orelha média. No ato
cirargico, coletaram fragmentos de colesteatoma para analise imunohistoquimica.
Os autores dividiram os pacientes com colesteatoma em dois grupos de acordo
com o grau de erosao 6ssea observado no intra-operatério. No primeiro grupo (11
pacientes) foram incluidos os individuos que apresentavam erosédo de apenas um
ossiculo e, no segundo (oito pacientes), os que apresentavam erosado de dois ou
mais ossiculos. Os autores observaram que, nos pacientes submetidos a cirurgia
otoldgica, o nivel sérico (prévio) de TNF-a estava significativamente aumentado
(17 a 153 pg/ml), quando comparado ao grupo controle (2 a 17 pg/ml). Também

foram encontradas diferengas estatisticamente significativas no nivel sérico de
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TNF-a dependendo do grau de destruigcdo 6ssea (maior no segundo grupo). Nao
foram observadas diferengas em relagcéo a faixa etaria dos pacientes (menores ou
maiores de 15 anos). Sastry et al (1999) observaram, por meio de técnicas
imunohistoquimicas, que a expressdao do TNF-a na camada basal da matriz € no
tecido conjuntivo subepitelial era maior nos fragmentos dos colesteatomas
associados a uma maior destruicdo 6ssea do que nos fragmentos sem erosao
Ossea, sugerindo que a elevada expressao desta citocina nestas camadas fosse
responsavel pela aumento do nivel sérico de TNF-a.

Akimoto et al (2000), estudando o papel do TNF-a no processo inflamatdrio,
coletaram 43 fragmentos de colesteatomas durante procedimentos cirurgicos,
sendo dez fragmentos de colesteatomas congénitos e 33 de colesteatomas
adquiridos. Foram excluidos pacientes com outras anomalias otologicas
congénitas e nenhum paciente recebeu corticoide antes da cirurgia. Os pacientes
foram classificados de acordo com a severidade da doenca. Para isso, eles
avaliaram, durante o intra-operatorio, o grau de infec¢cdo (leve, moderada ou
severa) e 0 grau de erosdo Ossea dependendo do numero de estruturas
acometidas: erosdo do martelo, bigorna e estribo e exposi¢cdo da dura-mater, do
seio sigmoideo e do nervo facial. Os autores, por meio das técnicas de
radioimunoensaio (ELISA), de imunohistoquimica e da reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) determinaram a presenca e a expressao do TNF-a , da IL-1, de
moléculas de adesao intercelular 1 (ICAM-1) e do antigeno funcional linfocitico-1
(LFA-1). Com a coloragdo de hematoxilina-eosina foi realizada também a
contagem de células presentes no infiltrado inflamatério. Além disso,

determinaram o RNA-mensageiro para TNF-a e IL-1, pela técnica de PCR,
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observando que o TNF-a estava presente somente no tecido conjuntivo
subepitelial dos fragmentos de colesteatomas. A analise estatistica revelou que a
expressdo do TNF-a e da IL-1 estava igualmente elevada nos colesteatomas
adquiridos em relagdo aos congénitos. Houve correlagcéo forte entre a gravidade
da doencga (erosao Ossea e grau de infecgdo) e a expressao do TNF-a e uma
correlagdo fraca entre a gravidade da doenca e a ll-1, tanto nos colesteatomas
congénitos quanto nos adquiridos. O TNF-a foi encontrado principalmente no
infiltrado inflamatério da perimatriz dos colesteatomas adquiridos e na camada
basal da matriz dos colesteatomas congénitos, demonstrando uma diferenga de
localizac&o entre os dois tipos de colesteatomas estudados; porém, em relagao ao
grau de erosdo Ossea, ndo observaram diferengas significativas. Ja o ICAM-1 e
LFA-1 estavam aumentados somente nos colesteatomas adquiridos. Comparando
a severidade da doenca (achados intra-operatérios) com os achados
imunohistoquimicos, os autores demonstraram uma correlagdo entre os niveis do
TNF-a e a severidade da doenga (reabsorgdo 6ssea) em ambos os tipos de
colesteatoma. Somente no colesteatoma adquirido a expressdao de ICAM-1 foi
relacionada ao grau de infec¢do, ocorrendo, segundo os autores, uma correlagéo
entre os niveis de TNF-a e a expressao de ICAM-1. Ja, quanto a IL-1, ndo
observaram essa correlagado. Os autores concluiram que o TNF-a possui um papel
fundamental na patogénese dos colesteatomas (adquiridos e congénitos),
regulando o grau de reabsorgao 6ssea e o infiltrado celular presente.

Yetiser et al (2002), compararam os niveis do TNF-a, da IL-1 e do fator de
crescimento epidérmico (EGF) em fragmentos retirados de 16 pacientes com otite

média crénica ndo colesteatomatosa (tecido de granulagdo) e de 23 com otite
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média crénica colesteatomatosa. Também utilizaram 21 fragmentos de pele do
meato acustico externo, coletados de modo randomizado durante o procedimento
cirurgico de pacientes com e sem colesteatoma como grupo controle. Para a
analise desses marcadores os autores empregaram o método ELISA. Foram
observados niveis significativamente maiores da IL-1, do TNF-a e do EGF nos
fragmentos de pacientes com otite média cronica colesteatomatosa quando
comparados aos fragmentos de pacientes com otite média cronica nao
colesteatomatosa e com os fragmentos de pele do grupo controle. Os autores nao
encontraram correlagao estatisticamente significativa entre os niveis da IL-1, do
TNF-a e do EGF e a idade, o género e o uso de antibidtico prévio nestes
pacientes. Sendo assim, eles concluiram que a destruicdo 6ssea observada nos
pacientes com colesteatoma é mediada por essas citocinas e pelo EGF.

Alves, Ribeiro (2004), revisando o papel das citocinas no colesteatoma
adquirido da orelha média, observaram uma discordancia na literatura em relacao
a localizagdo do TNF-a, dependendo do trabalho avaliado (todas as camadas do
colesteatoma, somente nas camadas suprabasais e no tecido subepitelial, na
camada basal e espinhosa ou somente no tecido subepitelial). O TNF-a, segundo
os autores, agiria como um mediador do processo de destruicdo éssea, além de
estimular a producio de queratina e aumentar o processo inflamatério.

Vitale, Ribeiro (2007), por meio de uma reviséo sistematica da literatura,
analisaram o papel do TNF-a na reabsorgdo Ossea presente no colesteatoma
adquirido da orelha média. Os autores sugeriram que o TNF-a é produzido pelas
células presentes no infiltrado inflamatério do tecido conjuntivo subepitelial

(perimatriz) e liga-se aos seus receptores que estéo localizados no epitélio (matriz)
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do colesteatoma, sendo que os receptores do TNF-a poderiam exercer importante

funcao na erosao 6ssea.
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1.1.3 Comparagcdo do TNF-R2 e do TNF-R1 no processo

inflamatorio

McFarlene et al (2002) compararam a agao do TNF-R1 e do TNF-R2 em
seu trabalho. Segundo os autores, os dois receptores possuem estruturas
extracelulares analogas, enquanto as porgdes intracelulares sao diferentes,
indicando que eles possuem fungdes bioldgicas distintas, estando o TNF-R1
relacionado principalmente a citotoxicidade, enquanto o TNF-R2 é mais importante
na apoptose ou na proliferacdo celular. Sabe-se que o TNF-a, apds ligar-se aos
seus receptores, ira ativar o complexo NF-xB. Para analisar a eficacia de cada
receptor, os autores realizaram cultura de células (a partir de tecido renal, de
rabdomiossarcoma e de carcinoma espinocelular cervical humano) e o bloqueio
seletivo dos receptores e, posteriormente, avaliaram por meio de eletroforese a
degradacgao da proteina IkB alfa (inibidora do complexo NF-xB). Eles observaram
que a ativagao do NF-«B era mais significativa quando a ligacdo do TNF-a era no
TNF-R1 em relagdo ao TNF-R2.

Ramesh, Reeves (2003) realizaram um estudo experimental para analisar a
importancia dos receptores de TNF-a no processo inflamatério. Os autores
estudaram dois grupos de ratos geneticamente modificados. No primeiro grupo, os
animais apresentavam uma quantidade menor de TNF-R1, enquanto que, no
segundo grupo, os ratos eram deficientes em TNF-R2. Em ambos os grupos foi
administrada cisplatina com o intuito de induzir insuficiéncia renal aguda. Para
avaliar a intensidade do processo inflamatdrio, os autores analisaram, por meio de

técnicas imunohistoquimicas, a expressao local do ICAM-1 e do TNF-a, bem como
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0s niveis séricos deste ultimo. Foi observado que nos ratos do segundo grupo
(que tinham mais TNF-R1 em relagdo ao TNF-R2) a expressdo do ICAM-1 e do
TNF-a eram menos intensas, quando comparados aos do primeiro grupo. A
mesma diferengca também foi encontrada em relagao aos niveis séricos do TNF-a,
que estavam mais elevados no primeiro grupo. Dessa forma, os autores
concluiram que o papel do TNF-R2 no processo inflamatdrio, em animais com
insuficiéncia renal aguda induzida por drogas, foi mais significativo do que o do
TNF-R1.

Segundo Grech et al (2005), a principal diferenca entre 0 TNF-R1 e o TNF-
R2 é a forma como cada um deles realiza a transducéo de sinal (como a célula
converte um sinal ou estimulo em outro). O TNF-R1 promoveria a ativagédo do
complexo NF-kB por meio da proteina de dominio de morte associada ao receptor
de TNF (TRADD), enquanto que o TNF-R2 utilizaria os fatores associados aos
receptores do TNF (TRAF) existentes no citoplasma celular. Os autores acreditam
que os receptores tenham efeitos semelhantes, entretanto comentam que o TRAF
possui maior capacidade de ligagao por agir diretamente, ao contrario do TRADD.
Sendo assim, a interacdo do TNF-a com o TNF-R2 poderia desencadear um

processo inflamatério mais intenso do que a ativagdo do TNF-R1
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2 - OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a expressao do receptor tipo dois do
fator de necrose tumoral alfa (TNF-R2), empregando técnicas imunohistoquimicas,
em fragmentos de colesteatomas adquiridos da orelha média e relaciona-la com o

grau de reabsorcao 6ssea observado durante a cirurgia para sua retirada.
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3 - MATERIAL E METODOS

Este é um estudo observacional do tipo transversal aprovado pelo comité
de ética em pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de
Misericordia de Sao Paulo (projeto n 345/07) (Apéndice).

O material constituiu-se de 70 fragmentos de colesteatomas obtidos de 70
pacientes submetidos a cirurgia otologica para remog¢ao do colesteatoma adquirido
da orelha média. As cirurgias foram realizadas no Departamento de
Otorrinolaringologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sao
Paulo, no periodo de agosto de 2007 a margo de 2009. O diagndstico da doenca
foi baseado na histdria clinica e no exame fisico dos pacientes. Os procedimentos
cirargicos foram realizados por diferentes otorrinolaringologistas.

Os pacientes receberam um termo de consentimento informado
(Apéndices) autorizando a utilizagdo andénima dos dados referentes a historia
clinica e ao exame fisico, bem como a coleta do material durante o procedimento
cirargico. A nao obtencao do termo de consentimento nao influenciou o tratamento
dos pacientes.

Foram excluidos deste estudo os fragmentos de pacientes que ja haviam
sido submetidos a cirurgia otoldgica prévia com manipulagdo da cadeia ossicular
ou das células aéreas mastoideas; pois, nesses casos nao foi possivel avaliar o
grau de erosao Ossea. Também foram excluidos os fragmentos que néao
apresentavam epitélio (matriz) visivel a microscopia 6ptica com a coloragéo de

hematoxilina-eosina (HE); pois, nesses casos, nao seria possivel detectar a
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presenca e a expressao dos receptores de TNF-q, ja que eles estao presentes na
matriz (quadro 1).

Todos os cirurgidbes preencheram um protocolo (Anexo 3) no qual
informaram o tempo do inicio dos sintomas, as principais queixas referidas pelos
pacientes, a presenca de erosdo 0ssea e o local onde este achado foi observado
no intra-operatorio.

Quadro 1: Organograma com os critérios de inclusdo e exclusdo dos fragmentos

coletados neste trabalho:

Critérios de Total
inclusao

Pacientes submetidos a
cirurgia otolégica com 70 70
diagnéstico clinico de

colesteatoma

Critérios de

- 37
exclusao

Cirurgia otolégica previa 02

Auséncia de epitélio visivel a 35
microscopia optica

Auséncia de dados no
protocolo 0

Total da amostra
33

Apods a remogao dos fragmentos de colesteatoma, o material foi fixado em
formol a 10% e processado pelas técnicas histolégicas habituais com inclusdo em
parafina. Apés a obtencado de cortes de trés micrometros de espessura, por meio

de um micrémetro rotativo, foram preparadas as laminas para o exame histoldgico
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com a coloragao de HE, para a verificagdo da presenca ou auséncia do epitélio.
Quando a matriz estava presente, o0 caso era incluido no estudo e procedia-se a
avaliagao histoldgica e imunohistoquimica.

Para a avaliagdo histolégica foram considerados os padrdoes de: atrofia
(matriz com espessura de no maximo quatro camadas de queratindcitos),
acantose (aumento da espessura da matriz a custa da camada espinhosa),
hiperplasia da camada basal (aumento do numero de camadas de queratindcitos
basais), formacao de cones epiteliais (invaginagbes da matriz para o interior da
perimatriz) e processo inflamatério presente na perimatriz. Este ultimo padrao sé
foi possivel ser analisado quando a perimatriz foi visualizada a microscopia 6ptica.
A avaliacdo foi realizada de forma qualitativa (presente ou ausente) e semi-
quantitativa, com graduacédo de 0 a 3 de acordo com a intensidade observada
(ausente = 0; fraca = 1; moderada = 2 e severa = 3).

Para a imunohistoquimica, inicialmente, foi promovido o bloqueio da
peroxidase enddgena e, posteriormente, a recuperagao antigénica com citrato (pH
6.0) em panela a vapor. O anticorpo primario utilizado foi o TNF-R2 policlonal
sintetizado a partir de ratos (Labvision®, EUA), na titulagdo de 1:100 (diluido em
BSA e incubado em cadmara umida “overnight” a temperatura de 2 a 8° Celsius). O
anticorpo secundario utilizado foi o Max Polymer Detection System (Kit Novo Link ,
Novocastra®, UK).

Foi escolhido o TNF-R2 porque, no inicio da elaboracdo do protocolo do
presente estudo, ndo havia disponibilidade de se avaliar a expressdo do TNF-R1

em tecidos armazenados em blocos de parafina. Os kits disponiveis para a
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pesquisa do TNF-R1 eram exclusivamente para fragmentos armazenados por
meio de congelagao, impossibilitando a realizagao do exame em nosso servigo.

A avaliagado imunohistoquimica foi realizada de forma qualitativa (presente
ou ausente) e semi-quantitativa, com graduacdo de 0 a 3, de acordo com a
intensidade da coloragdo observada: ausente = 0; fraca = 1(figuras 1 e 2);
moderada = 2 (figuras 3 e 4) e severa = 3 (figuras 5 e 6).

As laminas com fragmentos de colesteatoma foram analisadas com um
microscopio 6ptico modelo Axioscope 40 (Carl Zeiss do Brasil), com ocular de 10X
e objetiva de 10X, 20X e 40X, tanto para avaliacdo histolégica quanto para a
imunohistoquimica. Todas as laminas foram avaliadas por trés observadores
independentes (duas professoras do Departamento de Morfologia da Faculdade
de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sao Paulo e o préprio pesquisador), de
maneira cega. O microscopio estava acoplado a uma camera Axiocam MRc 5
(Zeiss) para a obtengdo das imagens digitais do material, utilizando o software
Axiovision 4.8.

Apds a coleta de dados foi montado um banco informatizado, que foi
submetido a analise estatistica com o auxilio do programa Statistical Package for
Social Sciences (SPSS) versao 13.0.

Realizou-se analise descritiva com calculos de valores minimos e maximos,
média, mediana e desvio-padrao para a variavel idade e tempo de doenga, e
célculos de frequencias absolutas e relativas para o género, orelha acometida,

ossiculos erodidos e para as variaveis histopatologicas e imunohistoquimicas.
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Para a associagao entre as variaveis qualitativas foi utilizado o teste exato
de Fisher. Para verificar a existéncia de correlagbes entre as variaveis
quantitativas utilizou-se o Coeficiente de Spearman.

Todos os testes foram realizados na forma bicaudal e admitindo-se nivel de

significancia de 5%.
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Figura 1: Fotomicrografia de fragmento de colesteatoma onde se observa reagéo

fraca ao anticorpo TNF-R2 no citoplasma dos queratindcitos da matriz (IHQ X100).
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Figura 2: Fotomicrografia de fragmento de colesteatoma onde se observa reagao

fraca ao anticorpo TNF-R2 no citoplasma dos queratindcitos da matriz (IHQ X400).
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Figura 3: Fotomicrografia de fragmento de colesteatoma onde se observa reagao
moderada ao anticorpo TNF-R2 no citoplasma dos queratinécitos da matriz (IHQ

X100).
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Figura 4: Fotomicrografia de fragmento de colesteatoma onde se observa reagéo

moderada ao anticorpo TNF-R2 no citoplasma dos queratinécitos da matriz (IHQ

X400).
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Figura 5: Fotomicrografia de fragmento de colesteatoma onde se observa reagao
severa ao anticorpo TNF-R2 no citoplasma dos queratindcitos da matriz (IHQ

X100).
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Figura 6: Fotomicrografia de fragmento de colesteatoma onde se observa reagéo

severa ao anticorpo TNF-R2 no citoplasma dos queratindcitos da matriz (IHQ

X400).
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4 - RESULTADOS

Foram analisados 33 fragmentos de colesteatoma de 33 pacientes
submetidos a cirurgia otolégica, sendo 17 deles (51,5%) do género masculino e 16
(48,5%) do género feminino. A idade minima foi de sete anos e a maxima de 70,
com meédia de 30 anos, mediana de 31 anos e desvio-padrao de 16,4. Dos 33
pacientes incluidos no estudo, dois (6,1%) ndo sabiam referir o tempo decorrido
desde o inicio dos sintomas até a admissdao no Departamento de
Otorrinolaringologia e a marcacao da cirurgia. Dos 31 pacientes que informaram
este dado, 13 referiram periodo de menos de cinco anos de doencga (41,9%), sete
mencionaram periodo entre seis e dez anos (22,6%), nove citaram periodo entre
11 e 20 anos (29%) e, em apenas dois pacientes, o tempo excedeu 20 anos
(6,5%). O tempo decorrido desde o inicio dos sintomas até a admissdao no
Departamento de Otorrinolaringologia variou de um a 60 anos, com média de 11,5,
mediana de oito anos e desvio-padrao de 11,6.

Em relacdo a orelha acometida pela doenga, quatro pacientes (12,1%)
apresentavam otite média crénica colesteatomatosa em ambas as orelhas e 29
(87,9%) tinham acometimento unilateral, sendo 15 (45,5%) em orelha direita e 14
(42,4%) em orelha esquerda.

Em relacdo aos sintomas clinicos referidos pelos pacientes na admissao, 31
(93,9%) relataram otorréia, 30 (90,9%) mencionaram hipoacusia e 27 (81,8%),
episodios de tontura.

Em relagdo ao comprometimento da cadeia ossicular, 28 pacientes (84,8%)

apresentavam erosdo em algum dos ossiculos e, em cinco (15,2%), nao foi
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evidenciado comprometimento da cadeia na avaliacdo intra-operatéria. Dos 28
pacientes, que apresentavam erosao da cadeia ossicular, seis (21,4%) tinham
erosdao em apenas um ossiculo, oito (28,6%) apresentavam dois ossiculos
erodidos e, em 14 (50%), o comprometimento ocorreu nos trés ossiculos.

Em relacdo ao ossiculo acometido, 23 pacientes (69,7%) tiveram eroséo do
martelo, 23 (69,7%), da bigorna e 18 (54,5%), do estribo.

Além do comprometimento da cadeia ossicular, observou-se a presenca de
erosao do canal semicircular, exposicdo do nervo facial e da dura-mater. Houve
erosao do canal semicircular em trés pacientes (9,1%), exposi¢cao do nervo facial
em seis (18,2%) e da dura-mater em cinco (15,2%).

Na tabela 1 estdo representados os achados em relacdo a erosao da
cadeia ossicular, do canal semicircular, e a exposi¢ao do nervo facial e da dura-
mater observados no intra-operatorio.

Tabela 1: Erosdo 6ssea observada no intra-operatério de pacientes
submetidos a cirurgia para remog¢ao do colesteatoma adquirido da orelha média.

presente porcentagem ausente porcentagem
Bigorna 23 69,7% 10 30,3%
Martelo 23 69,7% 10 30,3%
Estribo 18 54,5% 15 45,5%
Canal semicircular 03 9,1 30 90,9%
Exposigcao do nervo facial 06 18,2% 27 81,8%

Exposi¢cdo da meninge 05 15,2% 28 84,8%
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A avaliagdo histolégica evidenciou a presenga de mais de um padrao
histopatolégico (atrofia, acantose, hiperplasia da camada basal e presenca de
cones epiteliais) simultaneamente na maioria dos fragmentos de colesteatoma
analisados.

A atrofia estava presente em 21 fragmentos (63,6%), sendo que em 13
(39,4%) foram observados apenas focos de atrofia e, em oito (24,2%), houve
predominio desta variavel. Em 12 casos (36,4%) ndo foram observadas areas de

atrofia na matriz (figura 7).

@ Atrofia focal
® Predominio de Atrofia

0 Ausente

Figura 7: Distribuicdo da atrofia nos 33 fragmentos de colesteatomas

analisados

Em relacdo a acantose, ela estava ausente em trés fragmentos (9,1%),
presente em intensidade fraca em dez (30,3%), moderada em 16 (48,5%) e

acentuada em quatro (12,1%) (figura 8).
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Quando se analisou a variavel hiperplasia da camada basal, em trés casos
(9,1%) ela foi acentuada, em 15 (45,5%), moderada, em 13 (39,4%), fraca e, em
dois casos (6%), ausente (figura 8).

Em relacdo a presenga dos cones epiteliais, em trés casos (9,1%) esta
variavel estava presente em intensidade acentuada, em seis (18,2%), moderada,
em 12 (36,4%), fraca e, em 12 casos (36,4%), esta variavel estava ausente (figura

8).
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Figura 8: Distribuicdo da acantose, hiperplasia da camada basal e formacdo de

cones epiteliais nos fragmentos de colesteatomas analisados.

Devido a auséncia de perimatriz em um dos 33 fragmentos estudados,
nao foi possivel avaliar a intensidade da inflamagao nesse caso. Dos 32 casos
restantes, a inflamagao estava ausente em um (3,1%), fraca em 14 (43,8%),

moderada em 13 (40,6%) e acentuada em quatro (12,5%). O infiltrado
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inflamatério foi predominantemente linfoplasmocitario, com areas de
neovascularizacao.

Na avaliacdao imunohistoquimica, foi observada a reacdo do anticorpo
anti-TNF-R2 nas células da matriz em todos os fragmentos de colesteatomas
analisados. Essa reacéao foi considerada fraca em 10 casos (30,3%), moderada
em 18 (54,5%) e acentuada em cinco (15,2%) (Figura 9). Além da reacéo
citoplasmatica, foi observada reagcdo em quase todos os nucleos dos
qgueratinécitos da matriz dos fragmentos analisados e também em nucleos das

células inflamatérias da perimatriz.
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Figura 9: Distribuicdo do TNR-R2 nos fragmentos de colesteatoma

analisados.

A analise estatistica n&o evidenciou associagdo, estatisticamente

significativa, entre as variaveis quantitativas e a presenga do TNF-R2. Também



35

nao foi demonstrada correlagdo positiva e estatisticamente significativa, pelo
indice de correlacdo de Spearman, entre as variaveis relacionadas a erosido 0ssea

e a expressao do TNF-R2.
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5 - DISCUSSAO

O colesteatoma adquirido da orelha média € uma doenca caracterizada
pela invasdo da cavidade timpanica por um epitélio (matriz) diferente do
encontrado habitualmente dentro da orelha média. Histologicamente, este epitélio
€ semelhante a pele fina normal, apresentando as camadas basal, espinhosa,
granulosa e cornea.

A analise histologica demonstrou que a matriz pode apresentar diferentes
padrdes histopatolégicos como atrofia, acantose, hiperplasia da camada basal e
formacgado de cones epiteliais. Esses padrdes frequentemente coexistem em um
mesmo fragmento, como demonstrado no presente estudo. Esses achados
histolégicos estdo de acordo com Pereira (2001) e Alves et al (2008). Pereira
(2001) também observou correlagbes positivas e significativas entre variaveis
histopatoldgicas (hiperplasia da camada basal com cones epiteliais e acantose) e
imunohistoquimicas (presenga de Ki-67 suprabasal e CK16 suprabasal),
verificando que a presenga dessas variaveis histopatologicas esta relacionada a
proliferacdo dos queratindcitos.

A avaliacdo da perimatriz dos fragmentos de colesteatomas evidenciou a
presenca de processo inflamatério em 96,9% dos casos, em diferentes
intensidades. Este fato esta de acordo com Pereira (2001) e Alves et al (2008),
que observaram infiltrado inflamatério na perimatriz em 90,9% e 96,0%,
respectivamente. Esses resultados sdo compativeis com a historia clinica do
colesteatoma adquirido da orelha média, visto ser uma doencga crénica que cursa,

na maioria das vezes, com processo inflamatério e infeccioso intenso. Essa
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reacdo inflamatéria e infecciosa estaria relacionada a erosdao o6ssea e as
complicagdes promovidas por essa doenga (Amar et al, 1996).

Frequentemente o colesteatoma causa erosdo da cadeia ossicular. No
presente estudo, durante o ato cirurgico, a cadeia ossicular estava erodida em
84,4% dos pacientes. Estes dados corroboram os observados por Dornelles et al
(2007), que encontraram erosdo da cadeia ossicular em 91,5% dos pacientes.
Segundo esses autores, a bigorna seria o ossiculo mais acometido no inicio da
doenca. Posteriormente, ocorreria a erosao do estribo e do martelo. Esses dados
sdo semelhantes aos relatados por Tos (1979).

No presente estudo, os ossiculos mais acometidos foram a bigorna,
especialmente a sua apofise longa, e o martelo, ambos em 23 pacientes (69,7%).
A erosdo do estribo ocorreu em 18 pacientes (54,5%). Esses achados diferem de
Tos (1979) e Dornelles et al (2007), que observaram a erosao da bigorna como a
mais frequente, seguida do estribo e, posteriormente, do martelo. Os trabalhos de
Tos (1979) e Dornelles et al (2007) tiveram como objetivo o estudo da eroséo
Ossea, promovida pelo colesteatoma, e incluiram, em sua casuistica, todos os
casos operados pela doenga. O presente estudo teve como objetivo o estudo de
um receptor que esta presente na matriz dos colesteatomas, logo, s6 os casos
com epitélio visivel a microscopia 6ptica foram incluidos no estudo. Aqueles
pacientes cujos fragmentos ndo apresentavam matriz foram descartados. Isso,
talvez, explique a diferenga encontrada em relagao a erosdo da cadeia ossicular.

Além do acometimento da cadeia ossicular, observou-se erosdo do canal
semicircular lateral em trés pacientes (9,1%), a exposi¢ado do nervo facial em seis

(18,2%) e da meninge em cinco (15,2%). Sabe-se que a erosdo 0ssea favorece a
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propagacao do processo inflamatério e infeccioso, acarretando complicagdes
(como a paralisia facial periférica, o abscesso cerebral e a meningite otogénica,
entre outras) que possuem altas taxas de mortalidade e morbidade (Lessa et al,
2003).

O colesteatoma adquirido da orelha média € uma doenca que cursa com
intenso processo inflamatério e infeccioso. Essa situagdao induz a produgdo e
liberacao de diferentes substancias (citocinas e fatores de crescimento) que agem
concomitantemente e em sinergismo, resultando nas caracteristicas agressivas do
colesteatoma (Alves, Ribeiro, 2004). Entre estas substancias destacam-se as
interleucinas 1, 6 e 8, o TGF-a, o TGF-B, o EGF, o KGF e, principalmente, o TNF-
a, que é considerada uma das principais citocinas envolvidas nos processos
inflamatdrios e imunes (Abbas et al, 1998).

Yan, Huang, (1991) foram os primeiros autores a relacionar o TNF-a a
destruicdo éssea observada nos pacientes com colesteatoma. Segundo Yetiser
(2002), a elevada expresséao desta citocina € o que diferencia a otite média crénica
colesteatomatosa da otite média cronica simples quanto a capacidade de causar
erosao ossea.

Amar et al (1996) e Akimoto et al (2000), além de confirmarem a
importancia do TNF-a na lise 6ssea, procuraram correlacionar a destruicdo da
cadeia ossicular com a expressao local do TNF-a. Segundo esses autores, quanto
mais intenso o processo inflamatoério, maior seria a producéao e liberacdo do TNF-
a; e, quanto maior a expressdo do TNF-a, maior seria a destruicdo Ossea
observada. Sastry et al (1999) notaram o aumento na expressdao do TNF-a

localmente e de forma sistémica, correlacionando a concentragao plasmatica de
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TNF-a e a intensidade da erosido da cadeia ossicular promovida pelo
colesteatoma.

O colesteatoma adquirido da orelha média tem um comportamento distinto
quanto a capacidade de causar lise 6ssea; e, ainda ndo se conhecem totalmente
0S mecanismos pelos quais isso ocorre. Portanto, para que se entendam as
diferencas de comportamento entre os colesteatomas em relagdo a agressividade,
€ preciso avaliar também a interacdo entre as citocinas e seus receptores e o
processo intracelular desencadeado por essa ligagao (Vitale, Ribeiro, 2007), ja
que as reagdes citoplasmaticas e nucleares responsaveis pelos efeitos bioldgicos
dessas citocinas sdo complexas. Em relagdo a algumas citocinas e fatores de
crescimento, as reacdes citoplasmaticas e nucleares resultantes da interacao
citocina-receptor ainda ndo foram avaliadas em colesteatomas adquiridos da
orelha média.

Chung, Yoon (1998) demonstraram que, quando se separa o tecido epitelial
do colesteatoma do tecido subepitelial, a produgao de citocinas (IL-1 e IL-8) vai
reduzindo até cessar. Isso evidencia a interacdo da matriz com a perimatriz, que
ocorre no colesteatoma adquirido da orelha média, na qual as citocinas sao
produzidas na perimatriz e agem em seus receptores localizados na matriz (Alves
e Ribeiro, 2004).

Existem dois receptores para o TNF-a: o TNF-R1 e o TNF-R2. O papel de
cada um dos receptores do TNF-a ndo € totalmente conhecido. Alguns autores,
como Bingham (2002) e McFarlane et al (2002), acreditam que o TNF-R1 seria
mais importante; enquanto, Ramesh, Reeves (2003) e Grech et al (2005)

observaram em seus trabalhos uma maior acdo do TNF-R2 no processo
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inflamatdrio. Esses trabalhos testaram os receptores do TNF-a em tecido renal,
em cultura de células obtidas de rabdomiossarcoma e de carcinoma espinocelular,
bem como em ratos geneticamente modificados. A comparagcéo entre estes
trabalhos é dificil, pois os autores utilizaram métodos diferentes para avaliar a
funcdo de cada receptor. Isso ocorre porque o estudo desses receptores é
recente, ndo existindo ainda uma padroniza¢ao para a avaliacdo dos mesmos.

O intuito do presente estudo foi verificar a expressao do TNF-R2 por meio
de técnicas imunohistoquimicas, em fragmentos de colesteatomas adquiridos da
orelha média, e correlaciona-la a destruicdo dssea observada no intra-operatorio
dos pacientes incluidos na pesquisa. Como ja foi demonstrado que a expressao
local do TNF-a esta associada a erosao promovida pelo colesteatoma, faz-se
necessaria essa avaliacdo para verificar se a quantidade de receptores também
interfere no grau de reabsorgdo 6ssea, visto que o TNF-a so6 ira promover o seu
efeito bioldgico apds ligar-se aos seus receptores (Bingham, 2002).

Apds a sintese do TNF-a pelos macréfagos, linfécitos e mondcitos do
infiltrado inflamatdério presente na perimatriz, ele liga-se aos seus receptores
(transmembranicos) localizados nos queratindcitos da matriz, para que possa
exercer seu efeito biolégico (Abbas et al 1998). A ligacdo entre o TNF-a e seu
receptor promove uma reagao em cadeia no citoplasma celular, que acarretara a
ativacdo do complexo NF-kB e sua ag¢ao no nucleo celular.

No presente estudo, avaliou-se a expressao do TNF-R2, por meio de
técnicas imunohistoquimicas, em fragmentos de colesteatomas adquiridos da

orelha média. A reacdo ao TNF-R2 foi citoplasmatica e ocorreu em todos o0s
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queratinécitos da matriz dos fragmentos analisados. Também ocorreu reagdo em
algumas células inflamatérias da perimatriz (linfécitos e plasmécitos). Além da
expressao do TNF-R2, foi observada a erosdo Ossea presente durante o
procedimento cirurgico. Para isso, foi avaliada a presenga de erosao da cadeia
ossicular, do canal semicircular e a exposi¢gao do nervo facial e da meninge.

Realizou-se analise estatistica, para verificar se havia associacido ou
correlagdo entre a expressdo do TNF-R2 e o grau de agressividade do
colesteatoma, medida pela extensdo da erosao 6ssea. Entretanto, no presente
estudo, ndo se evidenciou o envolvimento do TNF-R2 no processo de erosiao
O0ssea promovido pelo colesteatoma. Ou seja, o receptor do TNF-a esta presente
no colesteatoma adquirido da orelha média, porém a sua expressao (quantidade
de receptor) ndo interfere no processo de reabsorgéo éssea.

Desta forma, € importante que se estude futuramente o que ocorre apos a
ligacdo entre o TNF-a e o seu receptor e verificar se existe alguma substancia
presente no citoplasma ou no nucleo da célula que possa estar relacionada a
erosao ossea e, com isso, explicar a diferenca de agressividade existente entre os
colesteatomas. Caso contrario, a gravidade da doenga estaria relacionada
somente a intensidade do processo inflamatério e, portanto, a quantidade de TNF-
a liberado (conjuntamente com outras citocinas) como relataram Amar et al (1996)
e Akimoto et al (2000). Essas citocinas, apdés a ligagcdo com seus respectivos
receptores, estimulariam a proliferacao do epitélio do colesteatoma, propiciando
maior acumulo de debris de queratina e agravamento do quadro infeccioso e

inflamatorio, gerando um circulo vicioso.
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No presente trabalho, além da reagao citoplasmatica (padréo) decorrente
da ligacdo entre o TNF-a e o TNF-R2, também foi detectada uma expressao
nuclear significativa em todas as laminas avaliadas, em células epiteliais da matriz
e em algumas células do infiltrado inflamatério da perimatriz (linfocitos e
plasmdcitos) (Anexo 4). Essa reagdo nao foi descrita em trabalhos anteriores,
mas se sabe que, apds a ligagdo do TNF-a ao seu receptor, ocorre uma reagao
inicialmente citoplasmatica e, posteriormente, nuclear, para que o TNF-a promova
seu efeito biolégico e, consequentemente, cause a reabsorgao éssea observada
no colesteatoma adquirido da orelha média (como verificado no anexo 5). Sendo
assim, a expressao nuclear poderia indicar uma reacao intensa que ocorreria no
colesteatoma.

Outra possibilidade seria a presenca de uma reagédo cruzada com alguma
proteina presente no nucleo, que tenha uma conformacdo e uma sequéncia de
aminoacidos semelhante a porcao do receptor do TNF-a no qual o anticorpo anti-
TNF-R2 se ligaria. Essa reacdo cruzada (quando presente) pode ter algum
significado clinico. Fato semelhante ocorre com a expressao do receptor do fator
de crescimento epidérmico humano do tipo 2 (HER-2) no cancer de tiredide.

Essa expressdo nuclear precisa ser mais bem elucidada, com novos
trabalhos, no futuro, verificando n&do s6 a expressdo do TNF-R2 como também do
TNF-R1, conjuntamente com a expressao do TNF-a no colesteatoma adquirido da

orelha média.
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6 - CONCLUSOES

1)

2)

3)

O TNF-R2 esta presente na matriz dos colesteatomas adquiridos da orelha
média.

Nao foi possivel correlacionar a expressao do TNF-R2 com o grau de
erosao 0ssea observado durante as cirurgias dos pacientes operados por
colesteatoma adquirido da orelha média.

Foi observada reacdo nuclear, nos queratinécitos da matriz dos
colesteatomas adquiridos da orelha media, a reagdo com o anticorpo anti-

TNF-R2.
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7 - ANEXOS
7.1 ANEXO 1
TNF
Baixa Mocderada Alta
Inflamacéo local Efeito sistémico  Chogue séptico

leucocitos cardiaca

Trombose
intravascular

Ativacao das
células endoteliais

Proteinas da fase aguda

Principais efeitos do TNF-a no organismo, dependendo da quantidade
produzida

Baseado em Abbas et al (1998)
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7.2 ANEXO 2

Membrana TNF-R
Celular

TRAF
IkB quinase
lEstimqu
KB . NF- kB
MerabirandLe a8 Pos g T L A0 b Aal T4 E N ecaban o 8T
Nuclear

Producédo e

liberagdo =ash oW iNOS
IL
TNF

Acao do TNF-a na célula. Apds ligar-se ao seu receptor, ele estimula a ativagao do
NF-kB, que promove a producéo e liberagao de diversas substancias envolvidas

no processo inflamatério e imune
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7.3 ANEXO 3
Protocolo Colesteatoma

Caso N° Prontuéario
Nome Sexo Idade
Supuracdo ( ) OD ha Perda auditiva ( ) OD Tonturas () Sim

() OE ha ( )OE ( ) Néo
Audiometria Normal DSN Condutiva Mista
Tomografia

Colesteatoma

Orelha Média Mastdide Outra
Cadeia Ossicular

integra ()

Erosdo ( ) Martelo ( ) Bigorna ( ) Estribo ()
Erosdo do Canal Semicircular
Nervo facial Exposto () Sim

( ) Nao
Exposicao da Meninge () Sim
( ) Néao
Erosdo da Cortical () Sim
( ) Néao
Cirurgia prévia : Data Ouvido Meningite ( ) Mastoidite ( )

ACHADOS INTRA — OPERATORIOS

Colesteatoma
Orelha Média Mastoide Outra
Cadeia Ossicular
integra ()
Erosdo ( ) Martelo ( ) Bigorna ( ) Estribo ()
Erosdo do Canal Semicircular
Nervo facial Exposto () Sim
( ) Néo
Exposigdo da Meninge () Sim
( ) Néo
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7.4 ANEXO 4

Fotomicrografia de fragmento de colesteatoma onde se observa reagdao ao
anticorpoTNF-R2 no citoplasma dos queratinécitos da matriz e em algumas

células da perimatriz do colesteatoma (IHQ X400).
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7.5 ANEXO 5

§TNF
\rdﬂ A
TNFR2

ﬂ (’ﬂ ‘b‘_b(ﬂtﬂ'ﬁtﬂﬂlfﬂﬂf W”«M

mrtﬁ %M
i w &féftmh’%e °f

o(

- / (c1ars \ \

\I

Reacao citoplasmatica, apds a ligagdo do TNF-a ao seu receptor tipo dois,

promovendo a reabsorgao éssea.
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RESUMO

Introdugao: o colesteatoma adquirido da orelha média € uma doenca que
promove erosido 0ssea, ocasionando complicagdes potencialmente graves. O fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) esta presente no colesteatoma e relaciona-se
com a erosdao Ossea, como demonstraram diferentes autores. Para que se
compreendam as caracteristicas de agressividade do colesteatoma é necessario,
entretanto, que se estude melhor a presencga e a distribuigdo seus receptores.
Objetivo: avaliar a expressao do receptor tipo dois do TNF-a (TNF-R2) em
fragmentos de colesteatoma e correlaciona-lo com o grau de reabsor¢cao Ossea
observado durante a cirurgia para sua retirada.

Material e métodos: estudo observacional do tipo transversal no qual foram
analisados 33 fragmentos de colesteatomas submetidos a analise histolégica e
imunohistoquimica (utilizando como anticorpo primario o TNF-R2 da marca
Labvision®). A avaliagdo foi realizada de forma qualitativa e semiquantitativa de
acordo com a intensidade da coloragdo observada. Para a analise estatistica
foram utilizados o teste exato de Fischer e o indice de correlagdo de Spearman
(considerando estatisticamente significativo quando P < 0,05).

Resultados: foi observada erosao da cadeia ossicular em 84,8% dos pacientes e
a expressdao do TNF-R2 ocorreu em todos os casos, entretanto a analise
estatistica ndo evidenciou correlacdo, nem associacado entre a erosao 6ssea e a

expressao do TNF-R2.
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Conclusoes: o TNF-R2 esta presente no colesteatoma adquirido da orelha média,
entretanto, a sua expressao nao esta relacionada diretamente ao grau de erosao

Ossea observada em pacientes portadores desta doenca.
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ABSTRACT

Introduction: Cholesteatoma of middle ear disease is one that promotes bone
erosion resulting in potentially serious complications. The tumor necrosis factor
alpha (TNF-a) is present in cholesteatoma of middle ear and is related to bone
erosion, as shown by different authors. To understand the characteristics of
aggressiveness of cholesteatoma is necessary, however, to address better the

presence and distribution of their receptors.

Objective: To evaluate the expression of receptor type two TNF-a (TNF-R2) in
fragments of colesteastoma and relate it to the degree of bone resorption observed

during surgery for its removal

Methods: observational cross-sectional, which analyzed 33 fragments of
cholesteatomas underwent histological analysis and immunohistochemistry (using
as primary antibody to TNF-R2 LabVision ® brand). The evaluation was performed
in a qualitative and semiquantitative agreement with the observed intensity. For the
statistical analysis used the Fisher exact test and the index of correlation

coefficient (considered statistically significant when P < 0.05).

Results: there was erosion of the chain in 84.8% and expression of TNF-R2 in all
cases, however oa statistical analysis showed no correlation or association

between bone erosion and the expression of TNF-R2.
Conclusions: TNF-R2 is present in cholesteatoma of the middle ear, however, its
expression is not directly related to the degree of bone erosion observed in

patients with this disease.
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O Comité de Etica em Pesquisa da ISCMSP, em reunido extraordinaria, dia
15/08/2007 e no cumprimento de suas atribuicdes, apds revisao do seu projeto
de pesquisa: “A presenca do receptor do fator de necrose tumoral alfa no
colesteatoma adquirido da orelha média.” , emitiu parecer inicial em

pendéncia e nesta data enquadrando-o na seguinte categoria:

Aprovado (inclusive TCLE) ;

Com pendéncias (ha modificagdes ou informacgdes relevantes a serem
D atendidas em 60 dias. Enviar as alteragbes em duas copias);

!:l Retirado, (por ndo ser reapresentado no prazo determinado);

D N&o aprovado: e

]:l Aprovado (inclusive TCLE -Termo de Consentimento Livre e Esclarecido),
e encaminhado para apreciagdo da Comiss@o Nacional de Etica em Pesquisa —
MS -CONEP, a qual devera emitir parecer no prazo de 60 dias. Informamos,
outrossim, que, segundo os termos da Resolugdo 196/96 do Ministério da
Saude a pesquisa s6 podera ser iniciada apés o recebimento do pai’ece_r de
aprovagdo da CONEP.

Prof. Dr. Nelson Keiske Ono
Vice-Presidente do Comité de Etica em Pesquisa - ISCMSP
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

1. Identificacdo do Projeto de Pesquisa

Titulo do Projeto: A presenca do receptor do fator de necrose tumoral alfa no colesteatoma adquirido
da orelha média

Area do Conhecimento: Ciéncias da satde — Medicina

Curso: Otorrinolaringologia

Numero de sujeitos no centro: | Numero total de sujeitos:

Patrocinador da pesquisa: FAPESP (apoio)

Instituicdo onde sera realizado: Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sao Paulo

Pesquisador e Orientador: Rodrigo Faller Vitale e Prof. Dr. Fernande de A. Quintanilha Ribeiro

Vocé esta sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa acima identificado. O documento
abaixo contém todas as informagdes necessarias sobre a pesquisa que estamos fazendo. Sua
colaboragao neste estudo sera de muita importancia para nés, mas se desistir, a qualquer momento,
iSO ndo causara nenhum prejuizo a voceé.

2. Identificacdo do Sujeito da Pesquisa

Nome:

Data de Nascimento: Nacionalidade:
Estado Civil: Profissao:
CPF/MF: RG:

Endereco:

Telefone: | E-mail:

3. Identificacdo do Pesquisador Responsavel

Nome: Rodrigo Faller Vitale

Profissdo: médico [N. do Registro no Conselho: 94431 - SP
Endereco: R. Dr Cesario MottaJunior, 61 (4° andar)
Telefone: (11) 3222-8405 | E-mail: rfvitale@hotmail.com

Eu, sujeito da pesquisa, abaixo assinado(a), concordo de livre e espontanea vontade em participar
como voluntario(a) do projeto de pesquisa acima identificado. Discuti com o pesquisador responsavel
sobre a minha decisdo em participar e estou ciente que:

1. Os objetivos desta pesquisa sdo avaliar a presenga do receptor do fator de necrose tumoral alfa
no colesteatoma adquirido da orelha média, procurando observar a importancia dele nas
complicagbes decorrentes desta doenga.

2. O procedimento para coleta de dados sera feito a partir do material coletado durante o
procedimento cirurgico que foi enviado para exame anatomo-patoldgico. Isto ndo acarretara em
nenhum risco adicional durante a cirurgia, uma vez que este procedimento é feito de rotina em
todos os pacientes submetidos a mastoidectomia por colesteatoama.
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O beneficio esperado é entender melhor os mecanismos da destruicdo o6ssea que o
colesteatoma provoca e com isso no futuro diminuir as morbidade (complicagdes) e mortalidade
desta doenga.

O desconforto e o risco esperados nao existem, pois ndo sera realizado nenhum procedimento
adicional durante a cirurgia. A analise das pegas retiradas durante a cirurgia sera realizada em
laboratério especializado.

A minha participagao neste projeto tem como objetivo contribuir para elucidar os mecanismos
de génese (origem) e comportamento do colesteatoma adquirido da orelha média.

A minha participagao ¢ isenta de despesas.

Tenho a liberdade de desistir ou de interromper a colaboragéo nesta pesquisa no momento em
que desejar, sem necessidade de qualquer explicagéo.

A minha desisténcia ndo causara nenhum prejuizo a minha saude ou bem estar fisico. Nao vira
interferir no meu tratamento, bem como retardar qualquer atendimento ou assisténcia necessaria
decorrente da minha doenga.

Os resultados obtidos durante este estudo serdo mantidos em sigilo, mas concordo que sejam
divulgados em publicagbes cientificas, desde que meus dados pessoais ndo sejam
mencionados;

Poderei consultar o pesquisador responsavel (acima identificado) sempre que entender
necessario obter informagdes ou esclarecimentos sobre o projeto de pesquisa e minha
participagdo no mesmo.

Tenho a garantia de tomar conhecimento, pessoalmente, do(s) resultado(s) parcial(is) e final(is)
desta pesquisa.

laro que obtive todas as informagdes necessérias e esclarecimento quanto as duvidas por mim

apresentadas e, por estar de acordo, assino o presente documento em duas vias de igual teor
(conteudo) e forma, ficando uma em minha posse.

Local e data
Pesquisador Responsavel pelo Projeto Sujeito da pesquisa e/ou responsavel
Testemunhas:
Nome: Nome:
RG: RG:
CPF/MF: CPF/MF:

Telefone: Telefone:
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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